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RESUMO

Usando células n3o proliferantes de Neurospora crassa, li-

nhagem selvagem, demonstrou-se que os niveis de atividade da L-ami
nodcido oxidase e da urato-oxidase eram:duas vezes maiores a 0,8
atm do que a 0,2 atm de oxigénio, em condigBes de indugo. O efei-
to repressor dos fons amdnio foi menor a 0,8 atm de oxigénio
do que a 0,2 atm, quando se mediu os niveis de atividade da L-ami=~
nodcido oxidase e da urato-oxidase.

O efeito do oxigénio, também foi observado sobre os niveis
de atividade da L-aminodcido oxidase nas linhagens mutantes: nit-4

gln-1b e nmr-1(alelos V2M304 e MS5), de Neurospora crassa, €m con-.

dicoes de indugao e de repressao. Em ambas as condigoes verificou-
se o efeito do oxigénio sobre os niveis de atividade da ufato—oxi—
dase em linhagem mutante nit-4.

A linhagem mutante en(am)l nfio apresentou efeito do oxigé-
nio sobre os niveis de atividade da L-amino&cido oxidase em condi-
¢Ses de induglo e de repress3d..

A linhagem mutante nit-2 apresentou o efeito do oxigénio
apesar dos baixos niveis de atividade enzimética observados emn

condi¢des de indugido.



1. INTRODUGAO

Em decorrencia das mﬁltiplas variagdes ocorridas no meio
ambiente, os varios seres vivos necessitam de versatilidade adap-
tativa para poderem sobreviver, E através da existéncia de um di-
versificado sistema metabdlico que os seres vivos conseguem supoz
- tar a adaptagdo exigida pelo meio.

Os microrganismos durante o processo evolutivo aumentaram
suas possibilidades de sobrevida incrementando seus sistemas fi-
siolbgicos diante das condigdes nutricionais oferecidas por seus
varios "habitats'". Os nutrientes essenciais para a vida, carbono,
nitrogénio, fésforo, enxofre e oxigénio, forgaram o processo adap
tativo (63).

Os microrganismos apresentam diferentes graus de reagao
ao oxigénio molecular. Os aerdbios estritos mostram uma dependén-
cia absoluta dele, enquanto que os anaerdbios estritos ndo o po-
dem tolerar. Determinados anaerdbios estritos podem, no entanto ,
suportar pequenas concentragdes, enquanto que o crescimento dos
aerdbios estritos e o das bactérias facultativas é inibido pelo
excesso de oxigénio. A variagdo na concentragdo de oxigénio 1leva
a mudangas fisioldgicas dos organismos possibilitando sua adapta-
¢80 (63).

A concentragio de oxigénio no ar atmosférico é de 21 % (
v/v), enquanto sua solubilidade em égua, dependente de temperatu-
ra, é extremamente baixa, 230 pM a 27 °C (33). Assim, culturas
dos vérios microrganismos podem sofrer constantes variagdes nas
concentfagﬁes deste elemento durante o crescimento, acarretando
mudangas no metabolismo das células (63).

O consumo de Qxigénio pode ser restringido em baixas con-

centragdes, por sua difusdo através do material celular, do mesmo



modo, em altas concentragdes, pelos sistemas transportadores de e
létrons que limitam sua utilizacgdo (36).
Linnane, Vitols e Nowland (38) submeteram o fungo Torulo-

psis utilis a crescimento anaerdbico e observaram auséncia de mi-

tocBndrias e citocromos, demonstrando a necessidade de oxigénio
para a formag3o destas estruturas. J&, Polaskis, Bartley e Meek
(48) demonstraram que conforme as condig3es de crescimento, Sac -

charomyces cerevisiae apresenta sistemas enzimaticos e desenvolvi

mento de organelas especificas. Quando Saccharomyces cerevisiae é

crescida em meio com galactose como Unica fonte de carbono, em a-
naerobiose, ndo ocorre a sintese de enzimas repiratdrias. Minimas
contaminagdes por oxigénio induzem a biossintese destas enzimas |,
sugerindo uma alta sensibilidade desta levedura & indugdo de sis-
temas respiratdérios pelo oxigénio (56).

Em E.coli, organismo aerdbio facultativo, adaptagdes ocor
rem conforme as condigdes nutricionais. H& tendéncia em terem pa-
drdes metabdlicos caracteristicos de anaerdbios estritos ou de ae
rébios estiitos, conforme a disponibilidade de oxigénio (64).

A biossintese das enzimas do ciclo de Krebs em E.coli é
também influenciada tanto pela concentragido de oxigé&nio como pelo
balango metabdlico, resultante de seu estado nutricional, além da
repressdo catabbdlica por glucose. Estes fatos indicam tontrole
por varios mecanismos distintos, mas interrelacionados para as en
zimas de um sistema anfibdélico (65).

Oxigénio em excesso pode ser téxico aos organismos (19) .
Wimpenny (63) define como excesso de oxigénio, a concentragdo do
elemento superior aquela que permita a velocidade mAxima de cres-
cimento. O efeito inibitério do excesso de oxigénio varia confor-
me o tipo.'de organismos e de seu estigio de desenvolvimento(29,34).

Sordaria fimicola e Aspergillus niger tém seu crescimento

suprimido quando submetidos a pressdes de 10 atm de oxigénio .
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Este efeito é reversivel mesmo apbs 14 dias sobre esta press3o .
Quando estes mesmos organismos, sfio expostos a uma press3o de 10,
5 atm com apenas 2 % de oxigénio, por 120 horas, n#o h& inibig3o.
do crescimento, portanto acredita-se ser a concentragdo excessiva
de oxigénio a causa da inibigﬁo e n3o a pressido do ar (05).

Certas bactérias gram negativas, patogénicas, apresenta -
ram também reversibilidade no crescimento apés' terem sido submeti
das a altas pressdes de oxigénio (26).

De acordo com Fridovich (19), a toxicidade do oxigénio &
devido aos intermediarios da redugdd do oxigénio, tais como, ion
superdéxido, radical hidroxil e ao perdxido de hidrogénio. As enzi
mas superdxido dismutase, catalase e peroxidase aparentemente com
pdem um elaborado sistéma de defesa contra esses metabdlitos.

Em conformidade com o grau de toler@ncia do microrganismo
ao oxigénio, a superdéxido dismutase, catalase e peroxidase podem
apresentar maior ou menor atividade, ou mesmo estar presentes ou

ausentes. Assim, Streptococcus sanguis quando crescido aerobica -

mente produz de cinqiienta a cem vezes mais superdéxido = dismutase
do que quando em anaerobiose (19).

O crescimento de fungos aquaticos, anaerébébios facultativos
e anaerdbios aerotolerantes & inibido por oxig&nio hiperbéarico ,
sendo as atividades de superdxido dismutase, catalase e peroxida-
se mais baixas do que as observadas com as espécies fortemente o-
xidativas (44),

Anaerébios‘estritos morrem muito mais rapidamente que ae-
rébios estritos, possivelmente devido a aus&ncia de enzimas como
superdxido dismutase, peroxidase e catalase. A patogenia dos mi-
crorganismos poderia ter relagdo direta com a capacidade de pro-
duzirem e/ ou secretarem tais enzimas (03).

Bactérias ‘que vivem em Aguas do lago Hoare da - -Antartida

com altas concentragdes de oxigénio dissolvido, possuem diversos
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mecanismos de adaptag8o que lhes permitem sobreviver nestas &guas.
Dentre o0s grupos isolados, quatro apresentavam atividade de supe-
réxido dismutase elevada quando cultivadas em meio com altas con-
centracg8es de oxigénio dissolvido (42).

A produgdo de pigmentos fotossintéticos é inibida pelo o-

xigénio em culturas de Chromatium um anaerdébio estrito, fototréf;

co (34), e o mesmo ocorrendo para Rhodobacter capsulatus (67). De

acordo com Wimpenny (63), a supressido da produgdo destes cromatd-
foros bacterianos estaria relacionada com o potencial redox inter
no da célula. Elevando o.potencial redox interno, o oxigénio pro-
vocaria uma diminuigdo nos niveis dos pigmentos anaerobicamente
induziveis. No entanto, Zhu et al . (67) obServaram que em R.cap-
sulatus a inibigdo da biossintese das estruturas fotossintéticas
ocorreria a nivel de transcrig&@o de mRNAs, estando estes ' niveis
sujeitos a controle por oxigénio.

Goldberg e Hanau (25) mostraram que a express3o de histi-

dase em Klebsiella pneumoniae é dependente de oxigénio, mesmo em

condigdes de desrepressfo por limitag8o de nitrogénio (ambnio) e
sugerem que o mecanismo pelo qual o oxigénio altera a expresséo
de genes relacionados com o metabolismo nitrogenado seja operon
especifico. |

0 oxigénio induz uma maior formag8o de sistema lignolitigo

de Phanerochaeta chrysosporium. Quando culturas deste fungo sdo

expostas a altas tensdes de oxig€nio, um aumento na velocidade de
degradacg3o de lignina é observado (02). -

Em E.coli o oxigénio bloqueia a sintese de nitrato redutase
a nivel de transcrig3o e em algum passo final da formac3o da enzi
ma (37). O produto do gene fnr tem um papel regulatério positivo
sobre a expressdo desta enzima, e o oxigénio diminul a quantidade
do produto deste gene (55, 35).

Yamamoto e Droffner (66) estudaram em diferentes linhagens
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de Salmonella typhimurium (linhagem selvagem, mutante aerobio es-

trito e mutante anaerdbio estrito) o efeito do oxigénio sobre os
niveis de DNA-girase, topolsomerase I, catalase e de superéxido
dismutase. Os niveis de DNA-girase eram muito baixos quando a 1li-
nhagem selvagem era submetida a aerobiose, ou quando esta ativida
de era dosada em mutantes aerdébios estritos. Quando a linhagem sel
vagém era submetida a crescimento anaerdbico, a atividade de topo
isomerase I n#o era encontrada e a atividade de DNA-girase era
normal. Observagdes idénticas foram obtidas para as mutantes anae
rébicas estritas. Os autores sugerem que as atividades das enzimas
topoisomerase I e DNA—girase s30 necessarias para a expressdo de
genes responsévéis péla adapatagdo ao crescimento em anaerobiose
e aerobiose.

Oxigénio e ambnia regulam a sintese do complexo nitrogena
se em bactérias fixadoras de nitrogénio, aerébicas e anaerébicas

facultativas. Na bactéria anaerdébica facultativa Klebsiella pneu-

moniae os genes envolvidos na regulacg3o da sf{ntese do complexo

s@o os genes nifl e nifA. Enquanto o produto do gene nifA ativa a

transcrigdo de todos os outros genes nif, o produto do niflL blo-
queia a agdo do produto do nifA na présenga de oxigénio ou ambnia
(06). De acordo com Hill et al.(31), os genes estruturais da ni-
trogenase(operom nifHDK) s%o mais sensiveis a repress3o por oxig

nio do que os genes nifA e nifl.

Verificou-se que nas bactérias anaerédbicas, Streptococcus

mutans e S.sanguis, o oxigénio aumentava a produgdo de Acido acé-
tico e férmico, possivelvmente por afetar a sintese de enzimas
como piruvato oxidase, NADH-oxidase e NADH—peroxidasé (o4).

Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria desnitrificanté, tem

seu consumo de nitrato prejudicado por oxigénio. O efeito inibité

4

rio na respiragdo de nitrato por oxigénio € imediato e reversivel.

Desde que a fespiragéo aerébica do ponto de vista energéfico
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€ mals rendosa do que a anaerdbica, um mecanismo de controle no
consumo de nitrato, conforme as tensfes de oxigénio, representa
vantagens econbmicas para a bactéria (30).

Em Aspergillus nidulans a sintese da timina-7-hidroxilase

é reprimida por nitrogénio e oxigénio. A sintese desta enzima é

controlada pelo gene areA, que é similar ao gene nit-2 de N.cras-

sa (11, 61). Acreditando-se assim, que a express3o do gene arehA
possa mediar também a repressi@o por oxigénio (53, 54). Em Neuros-

pora crassa a sintese de timina-7-hidroxilase também sofre repres

sdo por amdnio (27).

| Os niveis de galactose-oxidase intra e extracelular de D.
dendroides sofreram aumentos significativos quando o fungo foi
submetido a tensSes variéveis de oxigénio (zero a 100 %). Os nhi-
veis de catalase e superoxido dismutase..também sofreram um incre-
mento positivo nestas condigoes (45).

Em Mycobacterium phlei o oxigénio induz a sintese de enzi

mas respiratérias, observando-se atividades 2 a 20 vezes malores
do que as observadas em anaerobiose (24).

Dactylium dendroides crescido em meio contendo n-butilami

na como Unica fonte de carbono e nitrogénio apresentou niveis de
amino oxidase 186 vezes maior: do que quando o fungo fol crescido
em meio. contendo ions amdonio como fonte de nitrogénio. O aumento
da concentragéo de oxigénio na fase gasosa aumentou a sintese de
amino-oxidase somente com a presenga do indutor, n-butilamina. O
efeito era também observado na presenga de repressor portanto, a
sintese -+ de amino oxidase é regulada por repressdo, por metabdli
tos do nitrogénio e por um sistema especifico de indugdo. O efei-
to do oxigénio sobre a sintese de .amino oxidase nZo fol onservado
em presenga de inibidor de sintese pro%éica, indicando que o oxi-
génio estaria afetando a sintese ""de.novo'" da enzima (07).

Os niveis de mRNA do gene pet494, gene regulatério da ex-
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pressao da enzima citocromo'"c"oxidase de Saccharomyces cerevisiae

nao sofrem variagao com aumentos na tensdo de oxigénio. Ja os ni-
veis de atividade desta enzima sao cinco vezes maiores em aerobio
se do que em anaerobiosé, isto sugeré‘que a regulagd@o por oxigé-
nio ocorra a nivel de tradugdo do produto deste gene (40).
Portanto, em microrganismos, o oxigénio. parece estar afe-
tando a sintese de enzimas do metabolismo de maneira distinta. No

caso de Aspergillus nidulans, o oxigénio reprime a sintese da di-

oxigenase timina-7-hidroxilase (54), enquanto que, em Saccharomy-

ces cerevisiae (40), e Dactylium dendroides (07) provoca a indug#o

de oxidases. A repressio em A.nidulans (53) parece estar associada

ao gene regulador areA; ja, em S.cerevisiae a indugdo estad asso-

ciada com a tradugfio do gene pet494 (40), também regulador, e em

D.deéndroides (07), a indug8o da amino oxidase parece ter relacgdo

tanto com a transcrigZo, quanto com a tradug¢Zo de genes especifi-

cos ou regulatdrios.

1.1 OBJETIVOS DO TRABALHO

As evidé&ncias sugerem um papel do oxigénio na indugdo da
sintese de enzimas pelos vArios microrganismos. Esta biossintese
pode estar relacionada ou n8o com a protegdo do - microrganismo
frenbe a toxicidade do oxigénio, ou com uma maneira de melhor a-
proveitar certos nutrientes.

Com a intengdo de elucidar o papél do oxigénio na sintese
de enzimas do metabolismo nitrogenado, propéé—se estudar o efél
to de diferentes tens3es de oxigénio sobre a express3o das enzi-
mas oxidaéivas reguladas por nitrogénio, a L-aminoAcido oxidase

e a urato-oxidase, sob condigdes de indug8o (aminoadcidos ou &cido

Grico) e repressZo por nitrogénio (ions amdnio) no fungo Neurospo-
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ra crassa. Com este intuito, além da linhagem selvagem, o estudo
serl realizado em linhagens mutantes em genes regulatérios do

circuito do metabolismo do nitrogénio ( nit-é, nit-4, gln-1b, ggv

(am)1 e nmr-1 (alelos V2M304 e MSS).

1.2 REGULAGAO DA EXPRESSAO DAS ENZIMAS DO METABOLISMO NITROGENADO

EM Neurospora crassa.

Neurospora crassa apresenta um conjunto de genes regulaté

rios para o controle da expressao dos genes estruturais de enzimas
envolvidas no metabolismo do nitrogénio (41). Sob condigdes de 11
mitag8o das fontes preferenciais de nitrogénio ( amdnio, glutama-
to ou glutamina), e em presenga de fontes alternativas deste ele-
mento ( nitrato, purinas, aminoAcidos e outras) enzimas responsa-
veils pela utilizag8o destas fontes podem ser expressas através da
participaglBo deste controle genético ( 13,14,20,21,22,23,41,43,51,
60) .

O gene nit-2 de N.crassa, um gene regulatério, tem papel
central no controle da expressdo de enzimas do metabolismo nitro-
genado, Ele codifica uma proteina~de 21.900 Daltons (20, 28, 57 )
responséivel pela ativagdo dos promotores dos genes estruturais de
diversas enzimas do metabolismo nitrogenado, como a L-aminoé&cido
oxidase (52, 47), urato oxidase (60), histidase (14), nitrato e
nitrito redutase (14, 47). A glutamina é sugerida como o efetor
chave da repressfo por amdnio, promovendo a transformag&o da for-
ma ativa da proteina NIT-2 para sua forma inativa, impedindo, a
ativagdo dos genes estruturais das»enzimas alternativas para o u-
so do nitrogénio (22, 23, 28, 41,6i). o gene gln-1 (alelos a ou
b) deste fungo é responsével pela expressdo da enzima glutahina

sintetase. Mutantes neste locus nZo sofrem repressdo por amdnio
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ou glutamato para as enzimas alternativas do metabolismo nitrogena
do (17,22);

Além da participagao do gene nit-2 para a expressao das
enzimas do metabolismo nitrogenado, outros genes espec{ficos para
a indugdo por determinados substratos s#o necesséarios. Assim, o ge
ne nit-4 estéd relacionado com a indugdo das enzimas nitrato e ni-
trito redutase pelo nitrato (08,22,41). Mutantes nestes genes s3o
desprovidas de tais atividades enzimAticas. Chambers e Marzluf(08)
sugerem a participag@o de um sinal mais especifico na indugdo - da
enzima L-aminoicido oxidase, possivelménte outro gene, Eles levan-
tam a possibilidade do gene en(am)l de fenétipo complexo fazer par
te de um sistema indutor ou mesmo repressor para esta enzima.

| Outro gene regulatério é conhecido em N.crassa por partici
par no controle genético do metabolismo nitrogenado, o gene ggg:i(
alelos V2M304 e MSS5). Mutantes neste gene apresentam atividades de
enzimas alternativas para o uso do nitrogénio, em condigdes de in-
dugdo especifica e de repress3o por catabdlitos de aménio (14,18,
22,49). Fu e Marzluf (23) indicam que o gene nmr-1 nfio controla di
retamente a transcrigdo do géne nit-2, mas codifica uma proteina
Yegulatdéria que em presenga de glutamina ligar-se-ia a . préteina
'NIT-2 e assim prOmovéria a repressdo das enzimas do metabolismo pa
ra o uso de fontes alternativas de nitrogénio.
| A figura 1 apresenta um esquema da participagédo dos%genes

do circuito regulatdédrio do nitrogénio em Neurospora crassa no con-

trole das enzimas a serem estudadas.
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+
NH,,
||| gln-1b —pGS
gln | 111 wox
|1 nmr-1 —— NMR-1
[1] nit-2 : , 1] lao

»EN(AM) 1/

|1l en(am)1 - /

1] nit-4 —» NIT-4

||| nit 1,3,6,8,¢

FIGURA 1 -~ Regulagdo da expressdo dos genes responsaveis pela sin-
tese das enzimas do metabolismo nitrogenado em Neurospo-

ra crassa

GS- enzima glutamina sintetase; gln- glutamina; NIT-2i- proteina
NIT-2 em sua forma inativa; NIT-2a- proteina NIT-2 em sua forma
ativa; uox- géne estrutural para a enzima urato-oxidase; lao- gene
estrutural para a enzima L-aminoacido oxidase; nit 1,3,6,8,9,-
genes reponbiveis pelas enzimas nitrato e nitrito redutase; os de-
mais simbolos correspondem aos genes (letras minGsculas) e seus

pordutos (letras maidGsculas) descritos no texto.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. REAGENTES

Acido glutamico, albumina bovina, catalase de figado bovi-
no duas vezes cristalizada, L-glutamina e L-leucina foram obtidas
da Sigma Chemical Company. Oxigénio e nitrogénio eram provenientes
da White Martins. Acido Grico foi obtido da Mann Research Laborato
ries. 0 2,4 dinitrofluorbenzeno fol gentilmente fornecido pelo
prof. Dr. Hérnan Chaimovich do Pepartamento de Bioquimica da USP.

As demais substéncias utilizadas eram da Merck A.G. Darms-

tadt e prbé-anélise.

2.2. MICRORGANISMO

Neurospora crassa, linhagem selvagem 74-OR-23-1A (FGSC 987

A), linhagem mutante nit-2 (FGSC 2698) e linhagem mutante nit-4 (
FGSC 2993) foram gentilmente cedidas pelo prof. Dr. Héctor Terensi
do bepartamento de Biologia da F.F.C.L.R.P. de Ribeirdo Preto, SP.

As linhagens mutantes nmr-1( alelos V2M304 e MS5), gln-1b(
FGSC 4536) e en(am)l foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Geor
ge A. Marzluf do Bepartamento de Bioquimica da Universidade . Esta-

dual de Ohio, E.U.A,.

2.3. MEIO DE CULTIVO



2.3.1. Meio N de Vogel

Para o cultivo do fungo utilizou-se ¢ meio descrito

Vogel (59) com a seguinte composigdo:
Citrato trisédico bihidratado
Fosfato monobéasico de pqtéésio
Nitrato de amdnio
Sulfato de magnésio heptahidratado
Cloreto de célcio bihidratado
Solugdo de biotina
Solug3o de oligoelementos :

Agua destilada g.s.p.

3,00
5,00
2,00
0,20
0,10
0,10
0,10
1000

12

por

k@ 0@ 0@ B RN

ml
ml.

ml.

O meio apresentava pH final de 5,8 e era esterilizado por

autoclavagdo a uma atmosfera de pressdo por 20 minutos.

A solugdo de oligoelementos apresentava a seguinte compo-

sigdo:
Acido citrico monohidratado
Sulfato de zinco heptahidratado
Sulfato de ferro amoniacal hexahidratado
Sulfato de cobre pentahidratado
Sulfato de mangan€s monohidratado
Acido bérico
Molibdato de sédio trihidratado

Agua destilada q.s.p.

5,00
5,00
1,00
0,25
0,05
0,05
0,05

100

@ R @ 0@ KR 0@ 0

ml

A solugdo de biotina apresentava a concentragdo de 5 mg %

em etanol-4gua 50 % (v/v).

Como fonte de carbono e energia utilizou-se sacarose

na

concentragédo final de 2 %. A solugdo de sacarose fol esterilizada

separadamente em vépor fluente por 30 minutos e adicionada assép-

ticamente ao meio..

Para a obtengdo de meio sélido acrescentava-se ao meio

N
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de Vogel agar na concentracgdo final de 2 % durante o seu preparo.
Para o crescimento das mutantes auxotréficas gln-1b e

en(am)l, o nitrato de amdnio foi substituido por L-glutamina 25

mM e inositol 50 ug/ml. (17), e é&cido glut@mico 25 mM (09), respec

tivamente,

2.3.2. Meio de inducédo

0 meio de indugao para as enzimas consistia do meio N de
Vogel isento de nitrato de amdnio. As solugdes com as fontes ni-
trogenadas eram adicionadas assepticamente ao meio de cultivo no
inicio de cada experimento.

Para a indugBio da enzima L-aminoicido oxidase foi utiliza
da L-leucina como fonte de nitrogénio. A solugdo de L-leucina era
autoclavada em vapor fluente por 30 minutos e adicionada ao meio
de indug8o na concentracgfo final de 5 mM (52).

Para a indug&@o da enzima urato-oxidase, acido Grico foi
utilizado como indutor, sua solugdo.era esterilizada em vapor flu
enté por 30 minutos e adiclionado assepticamente ao meio de .indu-

¢80 na concentragdo final de 2 mM (43).

2.4. CONDIGOES DE MANUTENGAO E CULTIVO 'DE Neurospora crassa

2.4.1. Conservagao de amostras

As amostras de Neurospora crassa:eram cultivadas em meio
N de Vogel solido com a fonte nitrogenada%apropriada, a 28 ° C ,
por 3 a 5 dias, sendo estocadas a seguir a 4 ©C. Transferencias

trimestrais eram feitas.
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2.4.2. Obtengao de conidios

Neurospora crassa era cultivada em garrafas de Roux com

meio N de Vogel sb6lido por 10 dias em estufa a 28°C. Esterilmente
adicionava-se, a garrafa, &gua destilada estéril. Procedia-se a
homogeneizagdo e a solugdo contendo os conidios era filtrada em
132 de vidro. Efetuava-se a contagem de conidios por leitura de

turbidez da solucgdo diluida.

2.4.3. Contagem de conidios

A turbidez da solugdo contendo os conidios era medida em
um espectrofotémetro Coleman Jainior tipo 6-A a 420 nm. A densida-
de 6tica obtida era convertida em conidios/ml- pela leitura em
curva de calibragd@o previamente estabelecida. A quantidade de co-
nidios da curva de calibragdo fol monitorada por contagem em céma

ra de Neubauer,

2.4.4, Condigbes de germinagi3o dosconidios (crescimento)

O crescimento de N.crassa foi efetuado, em erlenﬁéyers de
2 litros com 400 ml. de meio N de Vogel liquido contendo $acarose
58,5 mM e a fonte nitrogenada especifica, na concentragéolde 25
mM. 2 X 10° conidios foram inoculados assépticamente..para cada
frasco contendo o meio de cultivo. O crescimento foi efetuado por
24 horas em agitador rotatério a 110 .rpm., mantido a 28 #C.‘ Uma
relégao 1:5 entre.volume de meio e do frasco fol mantida constan-

te em todos os cultivos e experimentos realizados durante oltrabg

lho,
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2.4.5. Obteng83o da suspensdo de células

Os micélios eram colhidos na fase exponencial de crescimen
to por filtragdo em papél Wheaton, lavados com agua destilada es-
téril e ressuspensos em meio de indugfo em concentrag3o final de.

2 g de peso umido por 100 ml de meio livre de fonte nitrogenada.
2.4.6. Indugdo de enzimas em células n3o proliferantes
2.4.6.1. Meio livre de ions amdnio

A diversos frascos contendo 50 ml da suspens3o de células
foi adicionado 2,5 ml de solugdo de L-leucina (100 mM) ou &cido u
rico para a concentracgdo final de 2,0 mM conforme o experimento
visava o estudo da L-amino&cido oxidase ou da urato-oxidase. Como
fonte de carbono e energia foi utilizada sacarose a 2% (58,5 mM).
Os frascos foram vedados com rolha de borracha e a tensao de oxi-
génio da fase gasosa foi ajustada. A troca de gases e monitoragéo
do oxigénio levava cerca de trinta minutos. A adigdo da fonte de
carbono e de nitrogénio era sempre a Gltima étapa e correspondia
ao inicio do experimento (tempo zero). Os frascos eram ent3o in-
cubados a 28 OC sob agitagfio continua (110 rpm) por 8 horas.

Nos respectivos |tempos de incubagdo procedia-se a coleta
de alf{quotas das culturas para a detérminagéo de péso seco. Os mi
célios restantes eram fi%trados; lavados com agua destilada e ar-
mazenados em freezer a -17 ©C para posterior obtengdo de extrato
livre de células. Aliquotas do meio de cultivo, livre de micélio,
eram congeladas a -17 ©C para as determinagbes de pH, teor de sa-

carose, aminas ou de &cido urico.
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2.4,6.2 Meio minimo contendo fions ambnio

0 procedimento era similar ao descrito anteriormente apenas,
nitrato de aménio na concentragdo de 0,5 mM foi acrescido ao meio de
indugdo, no caso da L-aminoicido oxidase e de 2,5 mM para a ~‘urato-
oxidase. O teor de amdnio foli determinado nas aliquotas colhidas
do meio de cultivo.

As concentragdes acima indicadas de {ons amdnio foram esta-
belecidas através de curva de concentrag3o do referido repressor,
com tempo de incubac3o de 6 horas para a L-aminoicido oxidase e 8

horas para a urato-oxidase.

2.4,7 Ajuste da tensdo de oxigénio na fase gasosa

A concentrag8o de oxigénio era monitorada por cromatografia
gasosa, de acordo com Pedrosa e Zancan (45), utilizando-se o Croma-
tégrafo Varian 1240 com detector de condutividade térmica, com colu
molecular Sieve 5A(MS-5A), de 3 pés por 1,8 polegadas, tendo argdnio
cono g&s de arraste num fluxo de 25 ml/min. A temperatura do inje-
tor e da coluna era de 70 oC, e do detegtor 120 ©c.

A concentracgio ae oxigénbo na fése gasosa era calculada por
comparagdo com a altura do pico dos padéﬁes utilizados ( oxigénio

puro e ar atmosférico).

2.5. DETERMINAGAO DA MASSA MICELIAL

A determinagdo de peso seco do micélio foi utilizada para

medir a variag3o da massa micelial. Dez (10) mililitros do meio
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de cultivo eram filtrados através de papel Wheaton de peso conhe-
cido, adaptado a aparelho de filtrag&@o Milipore. O papel de fil-
tro contendo o micélio era seco em estufa a 60 ©OC até peso cons-

tante. Por diferenga calculava-se os pesos secos dos micélios.

2.6, PREPARO DE EXTRATOS LIVRE DE CELULAS
2.6.1. Para a enzima L-aminoicido oxidase

0 procedimento descrito a seguir é o descrito por Sikora
e Marzluf (52) com algumas modificagBes. A precipitag3o com sulfa
to de ambnio conforme sugerido pelos autores n3io modificou o per-
fil dos experimentos optando-se por utilizar o extrato livre de
células como fonte de enzima#. Ensaioés preliminares foram feitos
empregando-se tampdo fosfato 50 mM pH 6,0, ndo observando-se dife
renga com o tampdo a pH 7,5 contendo EDTA 0,5 mM.

Os micélios congelados eram triturados em gral de porcela
na, em banho de gelo, com igual peso em areia de vidro previaman-
te lavada com &éido nitrico e suspensos em dois volumes de tampao
fosfato 50 mM pH 7,5 com EDTA 0,5 mM. A suspensdo obtida era cen-
trifugada a 15.780 g (14.000 rpm) por 15 minutos a 4°C, em cen-
trifuga refrigerada Beckman modelo J-21B. A fragéo sobrenadante
era dializada contra 250 volumes do mesmo tampdo a 4 oC por 3

horas. O dializado era utilizado como fonte de enzima.
2.6.2. Para a enzima urato-oxidase

Os micélios congelados eram triturados em gral de porce-

lana em banho de gelo com igual peso em areia de vidro e suspen-
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sos com 5 volumes de tampdo Tris-HCl SO mM pPH 7,2. O ‘‘homogenato
era centrifugado a 15.780 g (14.000 rpm) por 15 minutos a 4°7. Os
ensalos enzimdticos eram feitos com a solugdo sobrenadante (60).
Para a determinagdo do teor de proteinas a solugdo sobre-
nadante era dializada contra 250 volumes do mesmo tampé&o a 4°¢C

por 3 horas,
2.6.3. Para a determinacg3o dos niveis internos de amdnio e aminas

0 procedimento era similar aos detritos nos itens 2.6.2 e
2.6.1 variando conforme o tipo de experimento, e substituindo a
solucdo tampdo por &cido perclérico 10% (p/p). Apds centrifugacio
0 sobrenadante era neutralizado com KOH 1 N, deixado em repouso
por 15 minutos e em seguida centrifugado a 7.000 rpm em centrifu-
ga clinica por 5 minutos. As determinagdes eram feitas com a solu

g8o sobrenadante (50).

2.7. DETERMINAGAO DA L-AMINOACIDO OXIDASE

L-aminodcido + O —— ) o -cetodcido + Hp0, + NH}

A determinagéo da L-aminoacido oxidase foi realizada me-
dindo-se a formaéao de o -cetolcido em presenga de catalase.

0O sistema de incubagdo, descrito pér Sikora e Marzluf(52)
continha: 60 umoles de tampdo fosfato pH 7,6; 0,6 umoles de L-leu
cina; 10 UI de catalase; extrato livre de células e &gua destila-
da q.s.p. 0,3 ml. Q inicio da reag@o ocorria com a adigdo de ex-
trato livre de céldlas. O sistema era incubado a 37%7 por tempos
variéveis, acrescenfando—se ao final 0,3 ml de uma solugdo 0,1%de
2;4—dinitrofenilhidfazina. Apbés 5 minutos de repouso 2,2 ml de

etanol e 0,4 ml de solugdo 10 N de NaOH eram adicionados. A colo-
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ragdo desenvolvida era medida a 520 nm em espectrofotfSmetro Beckman
DU-2 utilizando uma curva tendo &cido pirdGvico como padri3o.

Curvas de concentragdo de enzima foram feitas para cada a-
mostra analisada. Controles sem extrato livre de células e : .. sem
substratos foram realizados durante a determinagZo de atividade en
zimatica. .

A unidade de L-aminoicido oxidase foi definida como a quan
tidade de enzima que cataliza a liberacdo de 1 nmol deot-cetolcido
por minuto. A atividade especifica foi definida como a razZo entre
unidade de enzima e miligrama de protéina.

Em ensaios preliminares foram determinados, o pH 6timo(7,6)

e o o Km (0,28 mM) e a reagdo era linear até 60 minutos.

2.8. DETERMINAGCKO DA URATO-OXIDASE

¥

Acido Grico + O, P Alantoina + CO,

A atividade de urato-oxidase foli monitorada pelo decrésci-
mo de absorb&ncia do sistema de incubacBio em 290 nm resultante da
transformag8o de &cido Urico em alantoina (60).

O sistema de reagdo apresentava 290 umoles de tampdo Tris-
HCL pH 8,6; 0,29 umoles de &acido Grico e extrato livre de célula
em um volume final de 3,0 ml. A reagio era acbmpanhada em éspéctrg
fotbmetro Beckman DU-2 com registrador.

O coeficiente de exting8o do Acido urico a 290 nm é de
1,22 x 10% M tem™2,

A unidade de urato-oxidase foi definida como a quantidade
-de enzima que cataliza a oxidagdo de 1 nmol de Acido Grico por mi-
nuto. A atividade espec{fica foi definida como a razfio entre a uni

dade de enzima e miligrama de protefna.

Controles sem extrato livre de células e sem substrato fo-
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ram reallizados. A reagdo era linear por 20 minutos. O Km previa-
mente :determinado foi 0,012 mM e o pH étimo de 8,6. Para cada en-

saio fol realizada uma curva de concentragdo de enzima.
2.9. DETERMINAGAO DE PROTEINAS

As proteinas foram dosadas pelo método proposto por Lewry
e colaboradores (39), utilizando-se como padrido a soroalbumina bo
vina.
2.10. DETERMINAGCAO DE SACAROSE NO MEIO DE CULTIVO

Consumo da fonte de carbono e energia foi monitorado . a-
través da determinag8o de sacarose residual no meio de cultivo pe
lo método do fenol-sulfirico (16) utilizando a prépria - . sacarose
como padrédo.
2.11, DETERMINAGAO DE AMINAS

As concentragdes de amina residual no meio de cultivo ' e
interna dos micélios, foram determinadas pela técnica do 2,4-dini
trofluorobenzeéno proposto por Dubin (15), tendo como padrido L-leu
cina.

2.12. DETERMINACAO DE AMONIO

Os'niveis de .ions.amdnio presentes nos micélios e os rema
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nescentes nos meios de cultivo foram determinados pela técnica do
indol-fenol modificado por Chaney e Marbach (10), utilizando - se

nitrato de aménio como padrio.

2.13. DETERMINAGAO DE ACIDO GRICO NO MEIO DE CULTIVO

0 &acido Grico presente no meio de cultivo era monitorado
utilizando-se seu coeficiente de extingdo a 290 nm de 1,22 X 1O4
M-lem—1, Aliquotas do meio eram diluidas em tamp3o Tris-HC1l pH
8,6 50 mM, e sua densidade 6tica a 290 nm era determinada. Contro
les com meio de cultivo isento de &acido Grico foram realizados ,

ndo observando-se interferéncias nas determinagdes.

2.14. DETERMINACAO DE PEROXIDASE NOS EXTRATOS LIVRES DE CELULAS

A determinagdo de atividade de peroxidase foi feita pelo
método de Aisaka e Terada (01), utilizando-se peréxido de hidrogé
nio como substrato. O sistema apresentava: 50 umoles de tampéao
fosfato pH 7,0 ; 1,2 pmoles de 4—aminoantipirina; 21 umoles de fe
nol{ 3,6 pmoles de perdéxido de hidrogénio; extrato livre de célu-
las %u meio de cultivo e completado para um volume de 3,0 ml. com
dgua'destilada. O sistema era incubado a 302C e apds 15 minutos a
coloragdo desenvolvida era medida a 500 nm em espectrofotémetro

Beckman DU-2.

2.15. DETERMINACKO DO. pH DO MEIO DE CULTIVO

0 pH final do meio de cultivo livre de micélio, de todas
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as amostras, fol medido em potencifmetro Metrohm Herisau E 520.

2.16. DETERMINAGAO DE ENZIMAS NO MEIO DE CULTIVO

As atividades de L-aminodcido oxidase e urato-oxidase fo
ram determinadas nos meios de cultivo de todas as amostraa confor

me descrito anteriormente ({tens 2.8 e 2.7).

2.17. NOMERO DE EXPERIMENTOS REALIZADOS

Cada experimento foi realizado em duplicata e os. resulta
dos correspondem & média de diferentes experimentos realizados.
O nunmero de experimentos é indicado na legenda das figuras e

simbolizado por n.
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3. RESULTADOS

3.1, ESTUDOS COM A LINHAGEM SELVAGEM

3.1.1. Cinética de indugZo

A linhagem selvagem de Neurospora crassa, crescida em

meio de Vogel que contém fons amdnio na concentragso de 25 mM,apre
senta niveis n3o detectéveis da L-amino&cido oxidase. Quando :' ©0s$
micélios foram colocados por 6 horaé em meio isento de fonte nitro
genada, os niveis de atividade enzimAtica foram de 0,274 + 0,025
nmoles min_lmg—l. A adigdo de L-leucina ao meio resultou em ' ~um
aumento de 38 vezes nos niveis de enzima. Os dados da figura 02
mostram que os niveis de indugdo da enzima eram 2,2 vezes superio
res quando os micélios foram expostos a 0,8 atm de oxigénio. No
decorrer do experimento n#o houve variag3o significativa na massa
micelial. O consumo de L-leucina e de oxigénio aumentaram com a e
levag3o da tens3o de oxigénio na fase gasosa. As células expostas
a tensdo de 0,2 atm de oxigénio consumiram 32% a mais de sacarose
do que aquelas submetidas a 0,8 atm em fungfo da variagédo de mas-
sa micelial. A retirada de sacarose do meio nZo alterou os niveis
basais de enzima em ambas as tensdes de oxigénio. Nas condigdes

de ensaio n3o houve variagfo significativa no pH dos meios de cul
tivo. N3o foi detectada, nas condigdes ensaiadas, a presenca de
atividade enzimitica no meio de cultivo,

Procedeu-se a determinag&o de atividade de péroxidase em
todos os meios de cultivo e extratos livre de células. N3o sen-
do détectado qualquer atividade nos sistemas ensaiaéos.

| Com a finalidade de verificar se o efeito do oxigénio era

observado na sintese de outras oxidases em N. crassa, os ensalos
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foram repetidos determinando;se a atividade de urato-oxidase. Es-
ta enzima é também induzida pela presenga de substrato no meio de
cultivo(60). Em células incubadas por 8 horas em meio isento de ni
trogénio os niveis de urato-oxidase eram de 3,66+ 0,25 nmoles miﬁ1
mél. Os dados da figura 03 mostram que os niveis de urato-oxidase
auméntaram's,z vezes em presenga do indutor a 0,2 atm. de oxigénio.
Quando a tens8o de oxigénio na fase gasosa fol elevada para 0,8atm
os niveis da enzima duplicaram. A semelhanga do que ocorreu com 0S
experimentos anteriores, o consumo de sacarose foi 30% maior a
0,2 atm de oxigénio. O consumo de oxigénio e a variagdo da massa
micelial apresentaram também o me smo perfil observado no no expe-
rimento em que se mediu a indugdo da L-amino&cido oxidase. No ca-
s0 do consumo do substrato, ﬁo entanto, o &Acido Grico foi exauri-
do mais rapidamente em altas tensdes de oxigénio do que a L-leuci
na no experimento anterior. A cinética de indug8o realizada em
condigdes de troca gasosa com ar atmosféripo mantiveran o mesmo

perfil verificado com a tens3o de 0,2 atm de oxigénio.
3.1.2. Efeito da tens#8io de oxigénio na express3o das enzimas

0O efeito da conceptragao de oxigénio sobre a expressdo da
L-amino&cido oxidase, em éélulas n3io proliferantes de N.crassa, é
apreséntado na figura O4.éﬁ andlise dos dados demonstra que houve
um aumento de 21 vezes nosiniveis de atividade enzimética, quando
a concentragsio variou de zéfo a 0,8 atm. Nestas condigdes ndo hou
ve variagdo significativa dé massa micelial. O consumo de oxigénio
foi proporcional a sua concéntragﬁo. O consumo de L-leucina aumen-
tou em 20% e o de sacarose diminuiu en 30%(dédos nao mostrados).
Na auséncia de L-leucina ndo houve aumento nos niveis de L-aminoa
cido oxidase, indicando que o oxigénio por si s6 ndo atua como in

dutor da enzima.
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3.1.3. Indug8o em presenga de {ions amdnio

3.1.3.1. Efeito da concentragdo de ambnio

Como no caso da amino oxidase de D.dendroides o efeito do

oxigénio foi observado tanto em condigdes de repressdo quanto de
desrepress3do (07), ensaios foram realizados para avaliar o efeito
do oxigénio sobre os niveis de atividade da L-aminodcido oxidase
e da urato oxidase.em N.crassa, em condigdes de repressio.

Experimentos de indug8o, semelhantes aos anteriormente ci
tados, foram realizados em presenga de concentragdes crescentes
de ions amdnio a 0,2 e 0,8 atm de oxigénio. A 0,2 atm. de oxigé=
nio, concentragdes de amdnio superiores a 1,0 mM provocaram a re-
bresséo da sintese da enzima conforme se pode verificar na figura
05, enquanto gue a 0,8 atm. de oxigénio foram necessérias concen-
tragdes 4 vezes maiores para se obter_o mesmo efeito. A 0,8 .atm.
de oxigénio em presenga de 0,5 mM de amdnio os niveis de ativida-
de enzimltica praticamente mantiveram os mesmos valores ( 22,85
+ 2,23 nmoles minnlmgfl) obtidos com auséncia de amdnio, enquanto
a 0,2 atm. apenas 3,9 % dos valores corréspondentes ( 9,78 + 0,74
nmoles min. mg-l) foram obtidos. O consumo de ambnio pelo ..fungo
foi similar naé duas tensdes de oxigénio até uma concentracgdo de
2,5 mM de {fons amdnio. Acima dessa concentragdo observou-se a sa-
turagdo do consﬁmo pelos micélios expostos a 0,2 atm de oxigénio,
énquanto nos micélios submetidos a 0,8 atm o consumo de .. aménio
foi proporcional & sua concentrag&do no meio. O consumonde L-leuci
na decresceu em fungdo da concentragdo de ambnio no meio em ambas
tensbes de oxigénio.

Experimentos similares foram réalizados em conﬁigﬁes .de
indugdo da urato-oxidase. Como se pode verificar na figura 06, .

houve decréscimo nos nives de atividade enzimitica a partir . de
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concentragdes superiores a 1,5 mM de fons ambnio a 0,2 atm de o-
xigénio, enquanto que a 0,8 atm. os niveis comecaram a decrescer
significativamente a concentra¢des superiores a 2,5 mM. O consumo
de ambdnio apresentou perfil semelhante aquele observado quando se
mediu a L-amino4cido oxidase. Quanto ao consumo de &cido arico
ndo houve variagdes com a variag8@o da tensZ@o de oxigénio, decres-

cendo o consumo em fung@o do aumento de amdnio no meio de cultivo.
3.1.3.2. Cinética de indugl3io em presenca de ions amdnio

Para confirmar o efeito do oxigénio em condigles de .re-
pressdo, os ensaios de cinética de indugdo da L-amino&cido oxida-
se foram realizados em presenga de 0,5 mM de ions amdnio, determi
nando-se os niveis intra e extracelulares deste f{on.

Conforme se pode observar os niveis da L-aminodcido oxida
se a 0,8 atm. de oxigénio (figura 07) atingiram os mesmos niveis
de indug3io daqueles obtidos em condigdes de desrepress3o. No .enw
tanto a 0,2 atm. de oxigénio praticamente nZo houve indug3o da en
zima, embora o indutor estivesse presente. O amdnio do meio extra
celular foi exaurido apés 2 horas de incubagdo em ambas . tensBes
de oxigénio, enquanto que os niveis de ambnio intracelulares .au-
mentaram em ﬁungao do tempo e eram maiores nos micélios exposto a
0,8 atm. de oxigénio. O consumo de L-leucina foi.retardado em pre
senca de {fons iaménio na cultura, sendo méior‘a 0,8 atm . de oxigé-
nio. Os niveis intracelulares de aminas n3oc variaram significati-
vamente com a variag8o da tens8o de oxigénio.

Quando 0s mesmos experimentos foram repetidos, medindo-se
a indugZo da urato-oxidase em présenga de 2,5 mM de fons ambni (
figura 08), os niveis de atividade enzimatica a 0,8 atm. de oxiéﬁ
nio foram semelhantes aos obtidos em condigSes de desrepressdo. A

0,2 atm de oxigénio, no entanto, os niveis foram 50 % inferiores.
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Os niveis intracelulares de amdnio foram maiores a 0,8 atm. de o-
Xigénmo, assim como, o consumo de am8nio e de &cido urico.
3.2. ESTUDOS COM A LINHAGEM MUTANTE nit-2
De acordo com Marzluf e colaboradores (23,28,41,57), o ge

ne nit-2 é o principal gene regulador da expressio de enzimas do

metabolismo nitrogenado em Neurospora crassa. Em Aspergillus nidu-

lans, o gene regulador correspondente é o gene areA. Estudando a
expressdo da timina-7-hidroxilase e de outras enzimas do metabo-
lismo nitrogenado, Shaffer et all. (54) observaram que o gene
areA estaria envolvido tanto na repressdo por metabdlitos do . ni-
trogénio como pela repressdo pelo oxigénio. Para verificar a par-
ticipagdo do gené nit-2 na éxprésséo da L-aminoAcido oxidase e da
uréto—oxidase em fungdo da tensdo de oxigénio, experimentos simi-
lares aos realizados com a linhagem selvagem, foram feitos com a
linhagem mutante nit-2. Os dados da figura 09, mostram que a velo
cidade de indugdo foi 31vezes inferior & observada com a linhagem
selvagem nas mesmas condigdes para a L-aminoacidc oxidase. «Ape-
sar disso, o aumento da tensd@o de oxigénio duplicou os niveis de
atividade enzimitica. A L-leucina foi exaurida do meio ao .. mesmo
tempo em ambas as condigdes. Os demais par8metros fisiolégicos mo
nitorados abresentaram o mesmo perfil obtido com a linhagem selva
gem.

No caso da urato oxidase o que se ob§ervou foi um aumento
das atividades em ambas as tensdes de oxigénio, em niveis duas ve
zes inferiores aqueles obtidos com a linhagem selvagem, n3o se ob
servando efeito significativo.do oxigénio. 0 consumo deirécido Gri
co fol idéntico em ambas as tensdes de oxigénio e com uma veloci-

dade de consumo distinta da linhagem selvagem (figura 10).
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3.3. ESTUDOS COM A LINHAGEM MUTANTE nit-4

O gene nit-4 & também considerado um gene regulador da ex
press8o da enzimas do metabolisno nitrdgenado em N.crassa (41).
No entanto, a sua participag3o esti bem caracterizada apenas na
express3o da nitrato e nitrito redutases (21).

Com a finalidade de verificar a participagdo do gene nit-4
na expressdo da L-aminodcido oxidase e da urato-oxidase em diferen
tes tensSes de oxigénio, os ensaios de cinética de induglo em con
digdes de repressd@o e desrepressio foram repetidos com a mutante
nit-4, bem como o efeito do oxigénio foli estudado em ambos o]
casos,

Em condig¢8es de desrepressdo, os niveis de L-aminodcido o
xidase (figura 11) a 0,2 atm eram 82 %.inferiores aos da linhagem
selvagém, mantendo-se'praticamenté constantes durante o experimen
to. Em 0,8 atm de oxigénio os niveis da L-aminoicido oxidase eram
27,5 % inferiores aos da linhagem selvagem. A L-leucina fol mais
rapidameﬁte consumida por esta mutante do que pelo tipo selvagen,
devido a maior massa micelial da mutante. Os demais par@metros fi
siolégicos medidos apresentarém o mesmo perfil do tipo selvagem.

Quando o efeito da -tens3@o de oxigénio foi determinado'sg
bre os niveis da L—aminoécido-oxidasé (figura 12) observou-se que
o efeito n8o é proporcional a tensdo de oxigénio como ocorre com
a linhagem selvagem, assim como os niveis atingidos s3o -inferio-
res.

Com relagd@o a urato-oxidase (fﬁgura 13), os niveis de ati
vidade enzimética foram equivaléntes aés da linhagem selvagem a
0,2 atm de oxigénio. Um aumento de 25% nos niveis de enzima foi
observado quando os micélios da mutante\giz:ﬁ foram expostos a
0,8 atm de oxigénio. 1

A incubagZio dos micélios em meio contendo 0,5 mM de fons
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aménio e L-leucina (figura 14) n3o afetou o perfil de - ifidugdo
dﬂéﬁd6 comparado - com o experimento semelhante em condig¢les de
desrepress3o. Apenas o consumo de aminas foi alterado, aliés, co-
mo ja havia sido observado com a linhagem selvagem. Os demails pa-
rémetros fisiolbégicos determinados apresentaram o mesmo perfil da
linhagem selvagem, quando submetida as mesmas condigdes.
O comportamento da mutante nit-4 com relag&@o a expressdo

da urato-oxidase em presenga de 2,5 mM de ions aménio é semelhan-
te ao tipo selvagem quando submetida as mesmas condigdes (figura

15).

3.4. ESTUDOS COM AS LINHAGENS MUTANTES gln-1lb, nmr-1 = ( alelos

V.2M304 e MS5)e en(am)l

0 efeito do oxigénio sobre os niveis da L-aminoacido
oxidase e da urato-oxidase poderia ser explicado pelo aumento do
consumo de glutamina em altas tensbes de oxigénio, reduzindo a re
press3o, j4 que se admite que a glutamina € o catabdlito do meta-
bolismo nitrogenado que participa do mecanismo de repress3o (28).
Para testar esta possibilidade, os ensaios foram repetidos com a
mutante gln-1lb que é incapaz de sihtetizar a glutamina sintetase
em forma ativa (46).

Os dados da figura 16 mostram o efeito do oxigénio sobre
a cinética de indug8o da L-aminoidcido oxidase na mutante gin—lb .
Conforme se pode observar, os niveis de atividade enzimdtica s#o
68 % iinferiores ao da linhagem selvggem a 0,2 atm de oxigénio .
O efeito do oxigénio também foi obsefyado, embora os niveis de in
dug§6 fossem inferiores aqueles da linhagem selvagem nas - :mesmas
condigdes.

O gene nmr-1 é o gene responsavel pela regulafdo negativa
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da expressdo das enzimas do metabolismo nitrégenado (23). ‘Cutra
possibilidade para explicar o efeito do oxigé€nio em cohdigaes de
repressdo seria que o progptovdq‘gene nmr-1 n3o estivesse disponi
vel, Para testar es%a poSSibilidade, mutantes defectivas no gene
nmr-1 foram submetidas as hesmas condigdes de indugdo da linhagem
selvagem. Conforme se pode verificar na figura 17, a velocidade
de indugdo da L-aminoadcido oxidase na mutante nmr-1 (aleloV2M304)
é 2,78 vezes maior quando a tens3o de oxigénio aumentou de 0,2
0,8 atm. Deve ser salientado que a mutante apresenta .niveis ::rde
atividade enzimédtica altos na auséncia de indutor.

Com a mutante nmr-1 (alelo MS5), figura 18, o efeito indu
tivo foi menor, mas ainda assim o efeito do oxigénio foi observa-
do. Quando se variou a tensd@o de oxigénio (figura 19), os niveis
da L-amino&cido oxidase aumentaram proporcionalmente a tensfo de
oxigénio, 0 qQue n3o ocorre quando o indutor estd ausente,

De acordo com Chambers e Marzluf (08) a express3o da L-
aminodcido oxidase estaria regulada pelo gene en(am)l. Por este
motivo o efeito do oxigénio sobre a indugdo da L-aminoacido oxida
se foi analisado na mutante en(am)l em duas tensdes de oxigénio.
Conforme se pode verificar na figura 20, os niveis de atividade
enzimatica correspondentes aqueles obtidos com a linhagem selva-
gem a 0,2 atm. de oxigé@io; apresentaram a mesma velocidade de in
dugdo. No entanto, o aum?nto da tensdo de oxigénio ndo provocou
aumentos nos niveis -de aéividade enzimdtica como oéorreu com a 1i
nhagem selvagem e as demé;s mutantes estudadas.

0 efeito do oxigéﬁio sobre af§£9tﬁse";.da L-aminoécido o-
xidase em condigdes de regresséo por 0,5 mM de amdnio foi estuda-
do eh todas as mutantes, eios resultados estdo apresentados na ta
belall. Conforme se observé, os niveis de atividade enzimAtica, a
0,2 atm "~ de oxigénio, foram inferiores Aaqueles obtidos cém a 1li-

nhagem selvagem na auséncia de fons amdnio, em todas as mutantes,
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exceto na mutante en{am)l. O efeito do oxigénio foi observado, tam

bém nas mutantes gln-1b e nmr-1(alelos V2M304 e MSS). O efeito ob

servado foi inferior ao verificado com a linhagem selvagem e mu-
tante nit-4, em idénticas condigSes. A mutante en(am)l n8o apresen

tou o efeito do oxigénio.
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TABELA I - Efeito do oxigénio sobre os niveis de atividade da L-ami
noédcido oxidase em condigB3es de repressfo em linhagens

de Neurospora crassa

ATIVIDADE ENZIMATICA*

LINHAGEM

0,2 ATM de O, 0,8 ATM de O,
Selvagem(740R231A) 0,38 -+ 0,03 22,78 + 2,20
nit-4 .0,00 + 0,00 16,46 + 1,51
gln-1b 4,15 + 0,33 6,83 + 0,25
en(am)1 - 10,25 + 0,35 11.02 + 0,73
nmr-1(V2M304) 8,70 + 0,23 11,00 + 0,62
nmr-1(Ms5) 4,82 + 0,01 5,72 + 0,30

- - -1 -1
* Atividade estd expressa em: nmoles de piruvato min mg
Tempo de incubagdo: 6 horas
Fontes de nitrogénio: L-leucina 5.mM

{ons ambénio 0,5 mM



FIGURA 02 - Cinética de indugao da L-aminoacido oxidase em di-

fetentes  tensoces de oxigénio - Linhagem Selvagem

Um grama de micélio crescido em meio de Vogel fol ressuspenso
em 50 ml de meio de indugdo e submnetidos a tensdes de 0,2(sim-
bolos abertos) ou 0,8 (simbolos fechados) atm de oxigénio, con
forme descrito em Materiais e Métodos. Os experimentos foram
iniciados pelaAadigéo de L-leucina 5 mM e de sacarose 58,5 mM
e-oAmatefiai foi incubado a 28 ©C por diferentes tempos. Nos
tempos indicados procedeu-se a coleta das amostras para as de-
terminagSes de: atividade enzimatica (O @®); sacarose (OM); L-
leucina (o o), massa micelial (AA) e oxigénio & @ ).

Os valores representam a média dos resultados com seus desvios

(n=4).
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FIGURA 03 - Cinetica de indugao da urato-oxidase em diferentes

tensoes de oxigénio - Linhagem selvagen

Um grama de micelio crescido em meio de Vogel fol ressuspenso
em 50 ml de meio de indugao e submetido a tensces de 0.2 (sim
bolos abertos) ou 0,8 (simbolos fechados) atm de oxigénio, con
forme descrito em Materiais e Métodos. Os experimentos foram
iniciados pela adig8o de &acido UGrico 2 mM e de sacarose 58,5mM
e o material foi incubado a 28 9C por diferentes tempos. Nos
tempos indicados procedeu-se a coleta das amostras para as de-
tgrminag&‘;es de: atividade enzimitica (O @); sacarose (O B);éaci
dc’> trico (o e); massa micelial (A A) e oxigénio &> ). ,

Os valores representam a média dos resultados com seus desvios

Qn=2).
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FIGURA 04 - Efeito da tens3o de oxigénio sobre os niveis de ati
vidade da L-aminoécido oxidase em condigdes de indu

¢80 - Linhagem selvagem

Um grama de micélio.crescido em meio de Vogel f&i ressuspenso

em 50 ml de meio de indugdo e submetido a concentragdes crescen
tes de oxigénio ( zero a 0,8 atm) conforme descrito em Materiais
e Métodos. Os experimentos foram iniciados pela aaigéo de L-leu
cina 5mM e de sacarose 58,5 mM (simbolos abertos) ou somente sa
carose 58,5 mM (simbolos fechados), e incubados a 28 ©C por . 6
horas, finalido o qual, coletou-se amostras para asldetermina-
¢Bes de: atividade enzimAtica (O ®); massa micelial (A ) e oxi-
génio ( o ).

Os valores representam a média e o desvio padrdo de cada resul-

tado (n=2).
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FIGURA 05 - Efeito da concentragZo de ions amdnio sobre os ni-
de atividade da L-aminocdcido oxidase em diferentes

tensOes de oxigénio - Linhagem selvagem

Células ndo proliferantes, obtidas conforme descrito em Materiais
e Métodos foram ressuspensas em meio de indugdo, contendo L-leu
cina 5 mM e sacarose 58,5 mM e ions ambnio em concentra¢des que
variararm de zero a 5 mM, e expostos a tensles de 0,2 atm (sim-
bolos abertos) ou 0,8 atm (simbolos fechados) de oxig&nio. Apéds
6 horas de incubagd8o a 28 °C procedeu-se a coleta das amostras
para as detérminagaes de: atividade enzimatica (¢ @ ); amonio
(A A ); aminas ( o @ ); massa micelial (O m). |

100% de atividade corresponde para 0,8 atm 22,85 + 2,23 e para
0,2 atm 9,78 + 0,78 nmoles de piruvato miﬁlmél.

Os valores representam a média de cada resultado com o seu dgs—

vio padrdo (n=2) .
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FIGURA 06 - Efeito da concentragao de ions ambnio sobre os ni-
veis de urato-oxidase en diferentes tensdes de oxi

génio - Linhagem selvagem

Células n3o proliferanbes, obtidas conforme descrito em Mates:
riais e Métodos, foram ressuspensas em meio de indugZo, .con-
tendo &cido urico 2 mM, sacéroses 58,5 mM, e ions ambnio .. en
concentragdes que variaram dé zero a 5 mM, e expostos a tensdes
de 0,2 (simbolos abertos) e 0,8 (simbolos fechados) atm de oxi
génio. Apdés 8 horas de incubagio a 28 ©°C procedeu-se a coleta
das amostras para as determinagSes de: atividade enzimdtica( @
Q); ambnio (A A); &cido Grico (o e); massa micelia (O m).
100% de atividade corresponde para 0,8 atm a 39,40 + 3,33 e
para 0,2 atm a 19,10 + 1,75 nmoles de &acido uarico min’lmg-l.
Os valores representam a média e o desvio padrdo de cada resul

tado(n=2).
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FIGURA 07 - Cinética de indugd@o da L-aminodcido oxidase em.dife
rentes tensdes de oxigénio em condigdes de repres-

sdo - Linhagem selvagen

Um grama de micélio crescido em meio de Vogel foi ressuspenso

em 50 ml de meio de indugdo e submetido a tensSes de 0,2 (simbo

los abertos) ou 0,8 (simbolos fechados) atm de oxigénio, confor

me descrito em Materiais e Métodos. Os experimentos foram inicia
dos pela adig3o de L-leucina 5 mM, sacarose 58,5 mM e ions amb-

nio 0,5 mM. O material foi incubado a 28 oC'por diferentes tem-

pos. Nos tempos indicados procedeu—se a coleta das amostras pa-

ra as determinacgdes de: atvividade enzimdtica (O ®); niveis in-

tracelulares de aminas (vw); amninas (o e); ambnio (<> @) e ni-

veis intracelulares de ambnio (eé)- Os valores representam a

média e o desvio padr3o de cada resultado (n=2).
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FIGURA 08 - Cinética de indugdo da urato-ocidase em diferentes
tensBés de oxigénio em condigBes de repress8o - Li

nhagem selvagen

Um grama de micélio crescido em meio de Vogel foi ressuspenso
em 50 ml de meio de indug3o e submetido a tensdes de 0,2 (sim-
bolos abertos) ou 0,8 (simbolos fechados) atm de oxigénio, con
forme descrito em Materiais e Métodos. Os experimentos foram
iniciados pela adigdo de &acido Urico 2 mM, éacarose 58,5 mM e
ionb am6nio 2,5 mM. O material foi incubado a 28 ©C por dife-
rentes tempos. Nos tempos indicados procedeu-se a coleta das a-
mostras para as determinagdes de: atividade enzimatica Ce) ;
niveis intracelulares de amdnio (9‘); 4dcido Grico (o e); amd-
nio (< @ ). Os vaflores representam a média e o desvio padri3o

/
de cada resultado (@:2).



39

(s1o4p} sejow ) uojnjeovju oguy #0

o Q o]
o - @) D o/, sejown : olugwy e—<
D n.Hu d_. o A\o | v m t \vj o
" £ @
[
|
| 1
4.6
<
- OJ
®)
[ Moo
O
—t
W\
. @)
O O o0 o )
o~ nn/u_ O

(1-6w-uw sajow ) poypwizue spopialy

(% Solow )

00LIN OpIdY €0

Tempo(horas)



585
—~ ' 40
£
A ke
E - :
c >
3 5 F292
E "o
N <
[4)] (0]
. [7e}
3 o
5 S
:g n
e 5
© © =500
500 08 |2
(@]
E
3
3
L06 | 3
[«H]
— Nel
=
Ik
250- 0.4 —250
% g'l2
£ o8
2 z =
w q '0.2 8
(@] (7]
g O
£ = =
’ p4
0 T T T T — 0] —0

1
) 2 4q 6 8 O 2 4q 6 8
' Tempo (horas)

FIGURA 09 - Cinética de indug3o da L-amino&cido oxidase em diferen

tes tensdes de oxigénio - Mutante nit-2

As condig¢Oes experimentais e os simbolos corresponden agueles des-
critos na figura 02. Os valores representam a média e o desvio pa-

drdo de cada resultado (n=2).
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FIGURA 11 - Cinética de indugdo da L-aminodcido oxidase em diferen

tes tensdes de oxigénic - mutante nit-4

As condigdes experimentais e os simbolos correspondem aqueles des-
critos na figuara 02. Os valores representam a média e o desvio pa

dr&o de cada resultado (n=2).
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FIGURA 12 - Efeito da tens3o de oxigénio sobre os niveis de ativi-
dade da L-aminodcido oxidase em condigB3es de indugd -

Mutante nit-4

As condigles experimentais e os simbolos correspondem aqueles des-
critos na figura 04. Os ‘valores representam a média e o desvio pa-

dr3o de cada resultado (n=2).
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FIGURA 13 - Cinética de indugfo da urato-oxidase em diferentes ten

sdes de oxigénio - mutante nit-4

As condigdes experimentais e os simbolos correspondem aqueles des-

critos na figura 03. Os valores representam a média e o desvio pa-

drdo de cada resultado (n=2).
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FIGURA 14 - Cinética de indug3o da L-aminoacido oxidase em diferen

tes tens3es de oxigénio em condigdes de repressdo - Mu

tante nit-4

As condigdes experimentais e os simbolos correspondem aqueles des-
critos na figura 07. Os valores representam a média e o desvio pa-

drdo de cada resultado (n=2).
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FIGURA 15 -~ Cinética de indug3o da urato-oxidase em diferentes ten

sCes de oxigénio em condigdes de repressio - Mutante

nit-4

As condigdes experimentais e os simbolos correspondem agueles des-
critos na figura 08. Os valores representam a média e o desvio pa

drdo dé cada resultado (n=2).
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FIGURA 16 - Cinética de indug8o da L-aminodcido oxidase em diferen

tes de oxigénio - Mutante gln-1b

As condigdes experimentais e os simbolos correspondem aqueles des-
critos na figura 02, Os valores representam a média e o desvio pa-

dr8o de cada resultado (n=2).
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FIGURA 17 - Cinética de indugdo da L-aminoacido oxidase em diferen

tes tensdes de oxigénio - Mutante nmr-1 (alelo V2M304)

As condigdes experimentais e os simbolos correspondem aqueles des-
critos na figura 02. Os valores representam a média e o desvio pa

dr3o de cada resultado ( n=2).
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FIGURA 18 - Cinética de indug3o da L-aminoicido oxidase em diferen

tes tensdes de oxigénio - Mutante nmr-1 (élelo MSS) .

As condigdes experimentais e os simbolos correspondem aqueles des-
critos na figura 02, Os valores representam a média e o desvio pa-

dr3o de cada resultado (n=2).
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FIGURA 19 -~ Efeito da tensZo de oxigénio sobre os niveis de ativi-
dade da L-aminoAcido oxidase em condigdes de indugdo -

Mutante nmr-1 (alelo MS5)

As condig3es experimentais e os simbolos correspondem aqueles des-

. s £ qs . i
critos na figura 04. Os valores representam a média e o desvio pa-

drdo de cada resultado {(n=2).
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FIGURA 20 - Cinética de indug&@o da L-aminoicido oxidase em diferen

tes tensdes de oxigénio - Mutante en(am)l

As condigSes experimentais e .os simbolos correspondem aqueles des-

critos na figura 02. Os valores representam a média e o desvio pa-

drido de cada resultado (n=2).
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4. DIScussko

Quando células de Neurospora crassa linhagen selvagem,

crescidas em meio minimo de Vogel com 25 mM de fons ambnio foram
ressuspensas em meio de cultivo contendo L-leucina ou &cido Grico
como Unica fonte de nitrogénio, sendo a‘concentragéo de oxigénio
0,2 atm., observou-se um aumento gradativo nas atividades de L-
aminoicido oxidase e urato-oxidase. Em 6 horas de indug8o a L-ami
noicido oxidase atingiu seus niveis méximos, enquanto que para a
urato-oxidase o mesmo ocorreu em 8 horas. A indug3o destas enzi-
mas, nestas condi¢des foi semelhante aquela observada por Sikora
e Marzluf (52) e Wang e Marzluf (60), respectivamente,

Aumentando a concentragao de‘oxigénio na fase gasosa para
0,8 atm foi observado um aumento de 2,2 vezes nos niveis de ati-
vidade da L-aminodcido oxidase na linhagem selvagem.Igualmente os
niveis de atividdde da urato-oxidase sofreram aumentos de 2,0 ve-
zes, quando comparados aos niveis observados a 0,2 atm na linha-
gem selvagem. Aumentos nos niveis de atividade enzimética decor-
rentes de maior concentracg3o de oxigénio na fase gasosa foram re-
latados em bactérias ( 04,24,26,42,63,65), leveduras ( 40,48, 56)
e fungos (02?05,44).

Ao sé variar a concentragdo de oxigénio na fase gasosa de
zero a 0,8 atm., observou-se elevagdo ﬁos niveis de atividade da
L-aminoéacido 6xidase de 21,42 vezes para a linhagem selvagem (fi-
gura 04). Este aumento é compativel com agqueles observados para

as enzimas respiratdérias de Micobacterium phlei de 2 a 20 vezes

(24), ou para a citocromo "c" oxidase de Saccharomyces cerevisiae

de 5 veses(40), ou ainda para a galactose oxidase de D.dendroides

de 10,4 vezes (45), ou mesmo para as enzimas do sistema lignoliti

co de Phanerochaete chrysosporium (02). Mas s8o menores do que os
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observados com a amino oxidase de D.dendroides de 196 vezes. O me

nor aumento com a L-aminoidcido oxidase talvez seja decorrente da
ndo utilizagdo da L-leucina como fonte de carbono em presenca de
sacarose pelo N.crassa(52), o que ocorre com a n-butilamina pelo

D.dendroides (07).

A possibilidade do aumento dos niveis de atividades enzi-
maticas ser devido a melhoria nas condig8es fisioldgicas do fungo,
considerando que o consumo de fontes nitrogénadas, L-leucina e
dcido Grico, e o de oxigénio foi também maior, pode ser minimiza-
da, ja& que nas condii¢des ensaiadas n3o houve variag3o significa-
tiva da massa micelial.

Os niveis de atividade de L-aminoicido oxidase permanece-
ram constantes quando as células plenamente induzidas foram trans
feridas para meio isento de indutor, a 0,2 ou 0,8 atm de oxigénio
e mantidas nestas tensdes por 6 horas. Estes dados descartam a pos
sibilidade do efeito do oxigénio sobre os niveis de atividade enzi
mética ser decorrente da protecdo da inativacglo desta enzima in vivo.

Ressuspendendo células de N.crassa em meio de indugdo
contendo concentragdes crescentes de ions amdnio (zero a 5 mM), ou
em meio com concentragdes fixas de ions amdnio, por diferentes
tempos, observou-se decréscimos ou mesmo auséncia dos niveis de a
tividade enzimética em micélios expostos a 0,2 atm de oxigénio. A
repressido da sintese da L-amino&cido oxidase e urato-oxidase em
presenca de fontes preferenciais de nitrogénio (aménio, glutamato
ou glutamina) j& havia sido descrita anteriormente por Sikora e
Marzluf (52) e Wang e Marzluf (60).

Nas condigdes de repressdo, descritas acima, maiores ni-
veis de atividade enzimdtica foram detectados em micélios expos-
tos a tensGes de 0,8 atm de oxigénio (figuras 5-8). A andlise do
consumo de ions amdnio pelas células, e dos seus niveis intracelu

lares, parece indicar ndo serem as maiores atividades enziméticas
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observadas, decorrentes de ausencia do repressor. 0Os mesmos dados
sugerem a existéncia de dois sistemas transportadores para o amo-
nio, sendo um dependente de oxigénio.

Em condigoes de repressao (figura 05 e 06), observou-se
uma diminuigao no consum de L-leucina e de aciod Urico proporcio-
nal ao aumento da concentragao de fons amonio no meio de cultivo.
Este dado estd de acordo com o que se conhece sobre transporte de

aninoédcidos e purinas em Neurospora crassa. O fungo apresentea

trés sistemas de transportadores de aminoicidos, os quais s3o con
trolados pelo nivel intracelular de amino&cidos e reprimidos por
amdnio (12, 62). Para o transporte de purinas, este ascomiceto,:
apresenta uma permease igualmente reprimida por amdnio, mas que
ndo sofre indugfo por substrato (58).

Quando células de mutante nit-2 (figuras 09 e 10) foram
colocadas em condigles de indugdo, aparentemente nZo se observou
variagfes significativas nos niveis de atividade de L-aminoacido
oxidase e urato-oxidase. Estes resultados confirmam a import&ncia
do gene nit-2 para a expressdo destas enzimas (20, 23, 41, 57 ,
60). O oxigénio aumentou a velocidade de sintese da enzima, suge-
rindo que ele poderia estar ativando um sistema de desrepresséio.
Os dados ainda sugerem que o oxigénio por si sbé, n3o exerce efei-
to indutivo sobre a sintese das enzima§.

Os resultados observados em condigdes de repressdo com a
linhagem selvagem sugerem que o oxigénio poderia estar dificultan
do a ligagHo entre o catabdlito repressor efetivo (glutamina) e a
proteina NIT-2, visto ser esta prbteina necessiria para a expres-
sdo dos genes estruturais da L-aminoécido oxidase e urato-oxidase
(23, 52).

'O efeito do oxigénio sobre a velocidade de indugZo nas mg
tantes defectivas do gene nmr-1 foli semelhante ao observado com a

linhagem selvagem. Como estas mutantes nd3o tém o controle negati-
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vo para a expressdo da L-aminodcido oxidase, o efeito do oxigénio
condigdes de desrepressio fol menor do que o tipo selvagem. Assim
possivelmente o efeito do oxigénio seria explicado, em parte, pe-
la inativagdo do produto do gene nmr-1, ou mesmo por alteragio de
sua transcrigéo. Esta possibilidade foi aventada pelo fato do ge-
ne nmr-1 provavelmente codificar uma proteina, que associada a
glutamina, inativaria a proteina NIT-2 (23). |

Quando se compara a cinética de indugdo a 0,2 atm de oxi
génio em cdndig6es de indugdo, da linhagem selvagem com a da mu-
tante gln-1b observa-se que os niveis de atividade da L-aminoéci-
do oxidase s3o mais baixos do que se esperaria. Esta - observagiao
poderia indicar que a glutamina sintetase facilitaria a expressdo
do gene nit-2 como sugere Fu e Marzluf (20). Os niveis de ativida
de enzimatica sZo trés vezes superiores nos micélios expostos a
0,8 atm. de oxig€nio do que a 0,2 atm descartando-se assim a pos
sibilidade do efeito do oxigénio ser devido a um decréscimo nos
niveis intracelulares de glutamina.

0 fato de ndo haver variag8o nos niveis de atividade da
L-amino4cido oxidase em mutante en(am)l em presenga de amdnio (ta
bela II) sugere a auséncia de um sistema repressor atuante nesta
mutante, como j& postulado por Chambers et. all. (08); ~:+ Também,
ndo se observa alteragdes nos nivqis de atividade com o aumento
da tensZo de oxigénio, em condigSég de indugdo. Assim, a mutagio
no gene en(am)1l torna a sintese da L-aminoAcido oxidase insen
sivel & repressdo por amdnio e a aéivagao por oxigénio, sugerindo
que este gene deve ser sensivel a ambos os sinais.

Como era esperado, © comporﬁamento da mutante nit-4 = foi
semelhante &quele observado no tipo selvagem, frente ao oxigénio
em condi¢g8es de induc3o (figuras 11 e 13) e mesmo em presenca de
repressor ( figuras 14 e 15),para as duas enzimas. Os niveis de

atividade enzimética a 0,2 atm .de oxigénio foram 82 % inferiores
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aos obtidos com a linhagem selvagem, em condi¢8es de desrepressio,
sugerindo que o gene nit-4 estd envolvido na express3do desta enzi
ma como estéd para as enzimas nitrato e nitrito redutases (41).
Isto n8o ocorre no caso da urato-oxidase, logo, o gene nit-4, po-
deria ndo controlar a expressdo da urato-oxidase.

As razdes de indugio da L-amino&cido oxidase mais elevadas
com a mutante nit-4, em presenga de 0,8 atm de oxigénio, poderiam
ser explicadas pelo fato da velocidade de indugdo a 0,2 atm ser
rmuito baixa. A curva sigmoidél observada, quando se variou a ten-
s8o de oxigénio (figura 12) poderia indicar que a molécula do
indutor n3o estivesse prontamente disponivel, no entanto o consu-
mo de L-leucina é similar ao da linhagem selvagem. Uma outra pos-
sibilidade seria que uma segunda enzima passasse a ser sintetiza-
da em altas tensOes de oxigénio, o que pode ser excluido visto que
se obteve uma: Gnica banda de atividade da L-amino&cido oxidase,
tanto na mutante nit-4 quanto na linhagem selvagem, a 0,2 e 0,8
atm de oxigénio( dados n#o mostrados). Sikora e Marzluf (52) Ja
‘havia constatado apenas uma atividade da L-aminoicido oxidase em
extrato livre de células da linhagem selvagem.

O efeito indutor do oxigénio sobre as duas oxidases de N.
crassa estudadas, € compartilhado por outras oxidases de outros
fungos‘( 07, 40, 47). Como o oxigénio é substratec para as oxida-
ses, uﬁa explicag8o seria que ele induziria a sintese de oxidases
em fungos. O mecanismo molecular pelo qual ele afetaria a expres-
s8o de oxidases poderia ser via um controle genético especifico .
Assim, algum gene, responsavel pela indugdo de oxidases, seria ex
presso qﬁando este elemento estivesse presente. O produto deste
gene favoreceria a expréssao dos genes estruturais para as enzimas,
ou mesmo genes regulatdérios destes genes regulatdérios destes genes
éstrutufais. Uma outra possibilidade talvez fosse a sugerida

por Yamamoto et al. (66) segundo a qual, maiores niveis da enzima
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topoisomerase I, sdo observados em aerobiose, em Salmonella

thyphimurium. Assim, maiores concentragdes de oxigénio resultaria

em malior atividade de topoisomerase I, favorecendo a exposigao
dos promotores do genes estruturais para que as proteinas regula-
térias, no caso de N.crassa, a NIT-2, os reconhecessem com maior
facilidade, resultando assim, em maior nimero de moléculas de en-
zimas,

Os dados aqui apresentados sugerem que as oxidases estuda
das estariam, também, sobre o controle do circuito do nitrogénio,
o que j& é conhecido (41), e isto ndo permite descartar a possibi
lidade do oxigénio participar do controle destes genes. Nas mutan
tes testadas o efeito do oxigénio foi verificado, com excegZo da
mutante en(am)l. Ao lado do gene nit-2, este gene deve ter parti-
cipag8o na indug8o da L-aminoAcido oxidase. O gene en(am)l pode-
ria estar sendo ativado por oxigénio e reprimido por metabdlitos

de nitrogénio, como ocorre com a expressio do operom hut em Kleb-

siella pneumoniae (25). O que é distinto do observado em A.nidu-

lans para a express3o da timina-7-hidroxilase (53) e para a ni-

trogenase de K. pneumoniae (32), ambas reprimidas por oxigénio e

catabdlitos de nitrogénio.

Outras possibilidades sobre o efeito do oxigénio na ex-
pressdo da L-aminodcido oxidase e urato-oxidase n3o podem ser des
cartadas. Assim, o oxigénio poderia estar afetando a transcrigfo

de genes espécificos, como no caso do gene fnr em E.coli (55), ou

alterando a estabilidade dos transcritos, conforme verificado na

biossintese de carotendides em R.capsulatus (67), ou ainda a tré-

dugdo destes transcritos de acordo com o observado em S.cerevi-
siae, onde a tradugéo do gene pet494 estid sendo afetada por oxigé
nio (40).

Os estudos até agora realizados n&o permitem postular o)

mecanismo pelo qual o oxigénio estaria afetando a expressio das
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oxidases, embora se possa admitir que ele atue em mais de um 1lo-
cal. Assim, o isolamento de transcritos dos genes envolvidos nes-
te circuito estudado, bem como sua tradugdo "in vitro" poderiam e
lucidar o real efeito do oxigénio. O estudo com mutantes anaerdbi
cas facultativas deste fungo, isoladas por Howell como descrito

por Perkins et all. (46), poderia contribuir nesta elucidagdo.
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5. CONCLUSBES

A exposig8o dos micélios de Neurospora crassa a

tens8es variéveis de oxigénio, em presenga . do
indutor, provoca um aumento nos niveis de-ativi
dade de L-aminodcido oxidase e urato-oxidase.

O efeito repressor dos ions aménio foi menor a
0,8 atm de oxigénio do que a 0,2 atm, quando se
mediu os niveis de atividade da L-aminoécido o-
xidase e urato-oxidase,

Muta¢B®es nos genes nit-2, gln-1b e nmr-1 (alelos

V2M304 e MS5) n#8o impedem o efeito do axigénio
sobre os niveis de atividade da L-aminoécido oxi
dase em condigdes de indugZo.

Mutagdo no gene nit-4 n&o elimina o efeito do
oxigénio sobre a variagdo dos niveisbde ativida
de das enzimas estudadas em condi¢gdes de indu -
G8o e de repressio.

O efeito do oxigénio sobre os niveis de ativida
de da L-aminoécido oxidase . das mutantes gln-1b
€ nmr-1 é diminuido em presenga de 0,5 mM . de
ions amdénio.

Mutag3o no gene en(am)l elimina o efeito do oxi
génio sobre os niveis de atividade da L-aminoa-
cido oxidase em condigBes de indugZo e de repres

s3do.
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